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Atherphasen mit Wasscr und Sole gewaschen und uber Na,SO, getrocltnet. Dcr Ruckstand der 
eingedamplten Liisungen liefertc aus AtherlHexan 23.6 g farblose Platten, Snip. 80-83”. 
C,H,ClNO Ber. C 59,5 H 4,4 C1 19,5 N 7,7% 
(181,6) Gef. ,, 58.9 ,, 4,6 ,, 19,2 ,, 7,7y0 
Pikvat von I X :  ),us Methanol gelbe Prismcn, Smp. 194-196”. 
CI,HllCIN,O, Ber. C 43,9 H 2,7 C1 8,6 H 13,67(, 
(410,7) Gef. ,, 43,7 ,, 2,s ,, 8,7 ,, 13,7% 
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184. Nucleoside und Nucleotide. Teil 3. Uber die Polykondensation von 
Thyrnidin-3’-phosphat nach der Triestermethode 1) 
von W. Falk und Ch. Tamm 
Institut fur Organischc Clicmie der LJniversitat Rase1 
(13. V. 72) 
Summary .  Condensation of a mixture of 25 mole pcr cent o f  5 ’ J  )-p-niethoxy-trityl-thymidine 3’- 
[(B-cyanocthyl)phosphate] and 75 mole pcr cent of thyniitfinc 3’-[(p-cyanoethyl)phosphatc] in 
pyriciine yielrlcrl a mixture of oligonncleotides. thc largest k i n g  thr pcntanucleotide. It was 
dcrnonstrated that  longcr chains are not obtained duc to the formation of n C-p~~ridi i i iurn- t l~~ni~(l inc 
nucleotide. For avoiding this undesired side reaction, t h c  condensation ~ v a s  carried out using s y m -  
collidine as solvent. The analogous side reaction \\-as not observcd, longer chains of oligonucleotides 
merc not obtaincd, however. 
1. Einleitung. - Die cheniisclie Synthese von Polynucleotiden kann entweder 
nach den1 Prinzip der sog. Diester- oder nach der Triester-Rlethode erfolgen. Bei der 
1) Teil 2:  [l]. 
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ersteren werden vorgebildete Nucleosidphosphorsaure-monoester mit Nucleosiden 
oder Nucleotiden zu Diestern kondensiert, wobei als Losungsmittel meist Pyridin und 
als Koiidensationsmittel meist Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) dienen. Der Aufbau 
der Polynucleotidkette laisst sich durch schrittweises Anfiigen einer Nucleosid- resp. 
Mononucleotid-Einheit, durch Blockkondensation von Polynucleotiden, durcli Poly- 
kondensation von Mononucleotiden oder durch Blockpolykondensation realisieren 
(vgl. Ubersichtsartikel ! Z ] ) .  Nach der Hydrolyse des Kondensationsmittels und Ent- 
fernen der verwendeten Schutzgruppen muss das Keaktionsgemisch durch Ionen- 
austauscherchromatographie an DEAE-Cellulose gereinigt und in die Komponenten 
zerlegt werden. Diese Operation gestaltet sich in der Regel recht schwierig, da es sich 
urn ein Gemisch von sehr ahnlichen Anionen handelt. 
Urn diesen Schwierigkeiten aus dem Wege zu gehen, begannen Letsinger et al. 
131 1-41 is] vor einigen Jahren die Vor- und Nachteile der Polynucleotidsynthese nach 
der Phosphorsauretriester-Methode in der 2-Desoxyribosereihe zu untersuchen. Sie 
arbeiteten vornehmlich an festen polyineren Tragern, aber auch in Losung [5]. Es kam 
dabei die Methode der schrittweisen Kondensation zur Anwendung. In jungerer Zeit 
wurden auch Hlockkondensationen mit guten Ergebnissen durchgefuhrt [6]. In der 
Ribosereihe kam die Methode ebenfalls zur Anwendung [7]. Aus den publizierten 
Ergebnissen lassen sich folgende Vor- und Nachteile der Triestermethode gegeniiber 
der Diestermethode herauslesen : 1. Die Produkte der Triestersynthese verhalten sich 
wie neutrale organisclie Verbindungen und konnen z. R. an Kieselgel chromatogra- 
phiert werden. 2. Tnternucleotidische Bindungen konnen nicht mehr aktiviert werden, 
so dass etwa die Bildung von verzweigten Nucleotiden unterbleiben sollte. 3.  Die 
Phosphorsaurediester reagieren spezifisch mit der primaren Hydroxygruppe eines 
Nucleosids. Die Reaktion mit der sekundaren Hydroxygruppe niacht nach enzymati- 
scher Bestimmung nur 40/, aus [5]. Je nach Fragestellung kann dieser Punkt auch als 
Nachteil bexeichnet werden. Weitere Nachteile sind die etwas langeren Reaktions- 
zeiten und die Notwendigkeit der Verwendung von aggressiven Kondensationsmitteln 
wie Triisopropyl-benzolsulfonylchlorid (TPS) 1-81 und Mesitylensulfonylchlorid (MS) . 
Es schien uns daher angezeigt, die Auswirkungen dieser Einflusse auf die Poly- 
kondensation zu Triestern genauer zu untersuchen. Nach den bislierigen Erfahrungen 
war zu hoffen, dass reinere Produkte entstehen und dass das Abfallen der Ausbeuten 
bei steigender Kettenlange geringer als bei fruheren Polykondensationen [9-141 sein 
wiirde. Die benotigte lange Reaktionszeit konnte ausserdem Aufsclilusse iiber die 
Stabilitat der Triester liefern. 
2. Versuche zur Polykondensation. ~ Zur Durchfiihrung der Kondensation 
w u d e  ein zur Diestermethode analoges Verfaliren gewahlt, das nach Khorana [ 1.5; 
bisher die besten Ergebnisse zeigte. Da eine 5’-Hydroxygru,ppe zur Kondensation zur 
Verfiigung stehen muss, geht die Synthese von einem 3’-Phosphorsaurediester, aufge- 
teilt in 257; eines Startnucleotides und 75% eines Kettenbausteines, aus. Anschlies- 
send werden die Schutzgruppen durch Hydrolyse entfernt und das Polymerengemisch 
an DEAE-Cellulose adfgetrennt. Als Modelle dienten (MeOTr)Tdp(CNEt) 2) (1) als 
Starteinheit resp. Tdp(CNEt) (2) als Kettenbaustein. Es wird die in Schema 1 dar- 
gestellte Iieaktionsfolge erwartet. 
2) Nomcnklatur nach I Ul-’.’\C-IUH-ISmpfchIungen. Vgl. Biochemistry 9, 4022 (1970) 
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Als Scliutz fur die primare Hydroxygruppe wurde die Mono-p-methoxytrityl- 
gruppe (MeOTr) [16] gewahlt, wahrend die Phosphorsaure mit P-Cyanoathanol (CNEt) 
[17] verestert wurtle. Beide Schutzgruppen sind bequem anwendbar und die Abspal- 
tungsbedingungen ausserst mild. 
Zur Erleichterung der Identifizierung der durch die Kondensation entstehenden 
Oligonucleotide wiirden nach den bekannten Methoden der schrittweisen Kondensa- 
tion :18] und der E’bosphorylierung [4] die nicht-phosphorylierten und phosphorylier- 
ten Thymidin-oligonucleotide bis zum Pentanucleotid (siehe exp. Teil) hergestellt und 
mittels UV.-Messungen und enzymatischer Methoden genau bestimmt. Bei diesen 
Synthesen wurde ebenfalls die (Me0Tr)-Schutzgruppe verwendet. Dadurch wurde 
lediglich eine Anderung im Arbeitsverfahren notwendig. Bei der Aufarbeitung der 
Kondensationsgemische wurde stets eine 10-20proz. Abspaltung der (Me0Tr)-Gruppe 
Schema 1. Keaktionsfolgc ZUY Polykondrnsatzon 
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beobachtet, die aber durch Zugabe von etwas festem Ammoniumhydrogencarbonat 
verhindert werden konnte. 
Die Phosphorylierungen der Oligonucleotide mit B-Cyanoathylphosphorsaure er- 
folgten nach der Vorschrift fur Triester von Letsinger [4] mit T P S  als Kondensations- 
mittel. Die phosphorylierten (Me0Tr)-Oligonucleotide wurden nach der Abspaltung 
der B-Cyanoathyl-Schutzgruppe an DEAE-Cellulose getrennt. Das UV.-Elutionsdia- 
gramm zeigte jeweils zwei Hauptspitzen, von denen die bei geringerer Hydrogen- 
carbonatkonzentration das Ausgangsmaterial reprasentierte, wahrend in der Spitze 
bei hoherer Konzentration das gewunschte phosphorylierte Nucleotid zu finden war. 
Die Ausbeutm variieren zwischen 50 und 60%. Die Produkte wurden durch Abbau 
rnit alkalischer Phosphatase und Inkubation rnit Milz-Phosphodiesterase charak- 
terisiert (siehe exp. Teil). 
5’-0-(Mono-$-methoxytrityl)-thymidin wurde nach der Vorschrift von Khorana 
[16] hergestellt. Bei der Aufarbeitung konnte jedoch die aufwendige Saulenchromato- 
graphie unterlassen werden, da eine sehr langsame Fallung des Rohproduktes aus 
Benzol durch Zusatz von Cyclohexan bereits ein kristallines, analysenreines Produkt 
ergab, das durch die UV.-, 1R.- und NMR.-Spektren identifiziert wurde. 
Die Phosphorylierung dieses Produktes erfolgte rnit dem Pyridiniumsalz der B-Cya- 
noathylphosphorsaure mit TPS als Kondensationsmittel. Die Reinigung in grossem 
MaBstab erwies sich als sehr problematisch, da die Reaktion nur mit einer Ausbeute 
von etwa 75% verlauft und sehr viele Xebenprodukte entstehen, die durch Fallung 
oder Flussig-flussig-Verteilungsmethoden nicht zu entfernen sind. Chromatographie 
an DEAE-Cellulose wurde einen vie1 zu grossen Aufwand erfordern. Eine befriedi- 
gende Reinigung gelang jedoch durch eine Chromatographie an Kieselgel mit Aceton 
und steigenden Anteilen Methanol und 0,1 M Ammonipmhydrogencarbonat-Losung 
in Wasser. Das Praparat war zwar nicht analysenrein, konnte aber durch UV.-, 1R.- 
und NMR.-Spektren (Fig. 1) zuverlassig charakterisiert werden. Eine weitergehende 
Charakterisierung ermoglichte das Nucleotid 2, das aus 1 durch Hydrolyse mit Essig- 
saure entstand. 2 wurde identifiziert durch Elementaranalyse, UV.-, 1R.-, NMR.- 
Spektren (Fig. 2) und Elektrophorese. 
Die Veranderungen der chemischen Verschiebungen der Zuckerprotonen in den 
NMR.-Spektren im Verlauf der einzelnen Reaktionsschritte zeigen deutlich, an wel- 
chen Stellen die Reaktionen jeweils stattgefunden haben (vgl. Tab. l). 
Tabclle 1.  .4nderung der chemischen Verschiebung dev Zuckerprotonen wahrend der Sy9athese dev 
Ausgangsmaterialien (8-Wertc in ppm) 
Substanz H-C(1’) H-C(2’) H-C(3’) HPC(4’) H-C(5’) 




6,12 2,08 4,22 3,72 3,59 
6,20 2 ,22  4,33 3,91 3.28 
6,21 2,45 4,73 4,15 3,26 
6,15 2 , 2 2  4,70 4 , O  3,63 
Die grossten Veranderungen bei Tritylierung und Enttritylierung zeigten die 
C(5’)-Protonen; bei der Phosphorylierung wurde das C(3’)-Proton am meisten ver- 
schoben. Das Vorliegen eines Phosphorsaurediesters wurde durch das Verhalten bei 
1932 HELVETICA C H I ~ I I C A  CT.% - I70L S5, Fasc. 6 (1072) - Sr. 184 
verschiedenen pH-Werten in der Elektrophorese bewiesen. Die Rf-Werte von Tdp und 
Tdp(ChTEt) waren bei pH 3,5 identisch, wogegen bei pH 7,5 der Diester langsamer 
wanderte als Tdp. Einen weiteren Hiiiweis lieferte das Auftreten der P=O-Schwingung 
im 1R.-Spektrum des Diesters. Bei Phosphorsauremonoestern (z. B. Tdp) tritt diese 
Schwingung nicht auf. 
Nacli Abspaltung der /S-Cyanoathyl-Schutzgruppe war das Produkt stabil gegen 
die 5'-Nucleotidase aus Crotalus adainanteus [l], wurde aber durch alkalische Phos- 
phatase aus Kalberdarm zu Thymidin gespalten. Dadurch ist die I'hosphorylierung 
in 3'-Stellung bewiesen 
6913250 
G=P-O-CWCN 
1;1g. 2. I O O - ~ V I I i z - ~ Y ~ ~ l  R . - . ' $ e k t r i ~ ~ ~  dm ,Yncleotidp~s 2 i i z  (CD,),SO 
Zur Polykondensation wurden Startnucleotid und Kettenbaustein im Verlialtnis 
1 : 3 eingesetzt, da die konforniationsbedingte Tenderiz zur I3ildung cyclischer Oligo- 
nucleotide durch die Diesterbildung walirscheinlich nur wenig beeinflusst wird. Die 
Durclifuhrung der Keaktion erfolgte analog der Monoesterkondensation. Der Reak- 
tionsverlauf konntc sehr gut durch nunnscliichtchromatographie an Kieselgel ver- 
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folgt werden. Alle 24 Std. wurde eine Probe hydrolysiert und chromatographiert. 
Wahrend der ersten 10 Tage wurde eine standige Abnahme der Ausgangssubstanzen 
und eine Entstehung von polareren Produkten beobachtet. Ausserdem war erst nach 
4 Tagen samtliches TPS gelost. Beides sprach fur eine sehr langsame Reaktion. Nach 
8 Tagen wurde noch etwas TPS zugegeben, nach dem 10. Tag anderte sich die Menge 
Ausgangsmaterial nicht mehr. Die Keaktion wurde deshalb durch Hydrolyse mit 
Wasser unterbrochen. Nach Abspaltung der Schutzgruppen wurde das Polymerisat 
rnit einem Ammoniumhydrogencarbonat-Gradienten bei pH 8,5-9,0 getrennt. 
I 
Das Elutionsdiagramm (vgl. Fig. 3) zeigt ein ausserst komplexes Bild, l a s t  aber 
eine Reihe von Hauptprodukten in den Spitzen 1,5, 10, 13, 16, 19,21,22,23 erkennen, 
deren Absorptionen fast gleichmassig abnehmen. Die Substanzen 'in den Spitzen 2, 
3 und 4 zeigten ein von Thymidin verschiedenes Spektruni und wurden nicht naher 
untersucht. Die Triisopropyl-benzolsulfonsaure trat  im Bereich der Fraktionen 110 
his 160 auf, wirkte aber nicht storend auf die nachfolgenden Untersuchungen. Die 
Identifizierung der Verbindungen in den Hauptspitzen wurde nach folgenden Krite- 
rien vorgenommen : 
1. Aufgrund von fruheren Trennungen von Polykondensationsgemisclien steht die 
Reihenfolge der Elution praktisch fest. 
2. Die linearen Oligonucleotide bilden bei Diinnschichtchromatographie (an Kie- 
selgel) und Papierchromatographie eine homologe Reihe (111. 
3. Die linearen Oligonucleotide mussen durch Phosphatase vollstandig entphos- 
phoryliert werden. Das ermoglicht die Unterscheidung von Pyrophosphaten gleicher 
Polaritat [ll]. Die Spaltprodukte miissen wieder eine homologe Reihe der entphos- 
phorylierten Oligonucleotide ergeben. Die Kombination dieser Kriterien und der 
direkte chroinatographische Vergleich mit den synthetischen Oligonucleotiden erlaubt 
die eindeutige Identifizierung. Auf diese Weise ergaben sich die in Tab. 2 dargestellten 
Zuordnungen. 
Die Spaltungen mit alkalischer Phosphatase zeigten, dass die Hauptspitzen 5510% 
nicht spaltbares nucleotidisches Material enthalten. Es durfte sich dabei um die Pyro- 
phosphate handeln. Langerkettige Nucleotide enthielten vermutlich die Spitzen 21, 
22 und 23. Das darin vorhandene nucleotidische Material war auf Papier und Kieselgel 
polarer als das Pentanucleotid. 












Die geringen Ausbeuten an linearen Oligonucleotiden bedingten eine genauere 
Untersuchung der Spitze 1, in der 3S% des gesamten nucleotidischen Materials ent- 
halten war. Das Gemisch liess sicli auf Papier in zwei Komponenten im Verhaltnis 
4:  1 zerlegen. Die grossere Menge war polarer, die kleinere unpolarer als Tdp. Das 
UV.-Spektrum der polareren Verbindung zeigte ein Maximum bei 261 nm und eine 
starke Schulter hei 265 nm. Das entspricht einem aquimolaren Gemisch von Thymidin 
und einem N-Alkylpyridinium-Kation. Bei der Elektrophorese bei pH 3 5  blieb die 
Verbindung am Start, bei pII 7,5 hatte sie einen ahnliclien Rf-Wert wie Tdp(CNEt). 
Durch die Inkubation mit alkalischFr Yliosphatase wurde ein Nucleosid freigesetzt, das 
die gleichen UV.-E:igenschaften wie das Nucleotid besass, sich aber bei der Elektro- 
phorese bei pH 3,5 und 7,5 zur Kathode beweg.te. Dieses Verhalten entspricht dem 
5’-(C-Pyridinium)-iiucleotid 3, das Khwanza bei vielen Kondensationsreaktionen in 
allerdings geringeren Mengen gefunden hat i 9j d01 [I 11. 
O P  ? 
O=T-OH 
O Q  
Dicse Ergebnisse zeigen deutlich die Empfindlichkeit der Triester bei der Anwen- 
dung klassisclier Methoden. Walirend Khora.na bei der Polykondensation von pTd 
noch 41% OD,,,-Einheiten des nucleotidischen Materials als Polynucleotide, die 
grosser als das Tetranucleotid waren, isolieren konnte, erhielten wir lediglich nocli 
sicher nachweisbar das Pentanucleotid in O,SO/A OD,,,-Einheiten-Ausbeute. Der Grund 
liierfiir kann nicht in der Reaktionstragheit der Diester liegen, da nur noch 17% des 
Ausgangsmaterials zuruckgewonnen werden kannten und in spateren Versuchen eine 
90proz. Umsetzung erreicht wurde. husserdem beweisen die Arbeiten von Letsiiager 
et al., dass diese Rea.ktionen bemerkenswert sauber und quantitativ verlaufen konnen. 
Die schlecliten Ausbeuten lassen sich durch die Rildung des Pyridinium-nucleotids 
erklaren. Khorana fand bei einer genaueren Untersucliung der schrittweisen Synthese 
-15 1 11 81, dass die IMdung der Pyridiniumderivate aus einer Reaktion des Pyridins 
mit deni C(5’) eines Nucleosidphosphorsaure-triesters, der als Zwischenprodukt auch 
3 )  I h c  4nzahl dcr (<Optics1 1)t.nsitya-Einhciten ( 0 1 )  ) 1st clas Produkt aus den1 totalen Volumcn 
tlcr Losung in nil und ihrer optischcn Ikchtc,  genicssen 111 c’incr I-cn-Zclle bei der angegebenen 
Wrllenlangc 
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bei Diesterreaktionen entstehen kann, resultiert. Eine analoge Reaktionsfolge lasst 
sich fur die Produkte formulieren, die bei der Triester-Polykondensation entstehen 
(vgl. Schema 2). 
Es ist daraus ersichtlich, dass bei der Spaltung Tap und Pyridinium-nucleotid in 
einem Verhaltnis entstehen, das durch die Kettenlange vorgegeben ist. Diese Erkla- 
rung wird durch die relativ grosse isolierte Menge an Mononucleotid aus dem Reak- 
tionsgemisch gestutzt. 
Die Moglichkeiten, diese unerwunschte Reaktion auszuschalten, sind nicht sehr 
vielfaltig. Die Einfiihrung einer Phosphorsaure-Schutzgruppe mit grosserer Raum- 
fiillung erschien nicht angeraten, da dies sicher auf eine weitere Desaktivierung des 
Diesters hinausliefe. Der Ersatz des Pyridins durch ein anderes Losungsmittel ver- 
sprach den grossten Erfolg. Zur Pufferung der entstehenden Sulfonsauren musste nur 
noch eine relativ geringe Menge Pyridin zugesetzt werden. Es kommen aber nur sehr 
wenige Losungsmittel in Frage, da  sie neutral sein mussen, keine nucleophilen Eigen- 
schaften besitzen durfen und alle an der Reaktion beteiligten und entstehenden Ver- 
bindungen losen sollten. Anhand der Testreaktion : (MeOTr)Tdp(CNEt) + Td(Ac) $- 
TPS (1 : 2 :  2,5 Mol) + (MeOTr)Tdp(CNEt)Td(iZc), die ein vollstandig geschiitztes 
Dinucleotid ergab, wurde zunachst Dimethylformamid (DMF) unter Zusatz von 
variierenden Aquivalenten Pyridin untersucht (vgl. Tab. 3), da Kondensationen zu 
Schema 2. Kettenbrttchreaktion diirch Pyridzn 
T 
MeOTr-0-C 0 v MeOTr-0-C 0 v 
0 0 
0 
N C- CH- CEO -P=o 
2 2  I 
N c- c H- CH-o +=o 
2 2  
00 
J 
Diestern in diesem System moglich sind [13]. Spater wurde auch Pyridiniuni-Dowex 
50 zugesetzt, ohne dass aber eine Reaktion beobachtet werden konnte. Es erwies sich 
als unmoglich, in Anwesenheit von DMF und TPS die Bildung des Dinucleotids zu 
erreichen. Eine weitere Moglichkeit war die Anwendung von Pyridinderivaten, bei 
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denen der Stickstoff durcli m-standige Metliylgruppen sterisch gehindert ist. Mit 
s-yw~.-Collidin konnte ein Umsatz erzielt werden. 
Tnbelle 3 .  A usbeutcn i i z  vevschzedenen L o s a ~ ~ i g s m i t l e l i i  
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D M F + 2  A q u .  Pyridin 0 
1)MP niit 307; Ppridin 0 
l > M l ~  mit 5OqA Pyridin 0 
1)MT + 2 Aqu.  Pyridnn + I”yri[linium-L)o\\.cK 50 
DMl; mit 50% Pyriclin + I’!-ridinium- I)o\rcx 50 
sym-Coll idin 50 
Die Gesamtausbeute war schlechter als in Pyridin. Dennoch wurde auch die Bil- 
dung hoherer Po1,ymere beobachtet, weshalb auf eine Veranderung der Reaktions- 
zeiten verzichtet wurde. Das einzige Problem stellten soinit die Nebenprodukte dar, 
die aus Reaktionen des Collidins resultieren. Auf Grund der Aktivitat der Methyl- 
gruppen 119] kann es zu einer grossen Zahl von Nebenreaktionen kommen. Dies hatte 
bei den Polykondensationen zur Folge, dass alle Fraktionen recht stark durch nicht- 
nucleotidisclie Nebenprodukte verunreinigt waren, die wie die Nucleotide in Wasser 
loslicli und in organisclieii unpolaren Liisungsniitteln unloslich waren. Sie liessen sicli 
auch durch wiederholte Chromatographie an DEAE-Cellulose nur sehr schlecht ent- 
fernen. Dic Loslichkeit der Reaktanden war in sym.-Collidin etwas schlechter als in 
Pyridin. Uni eine liomogene Losung zu erhalten, musste in etwas verdunnter Losung 
gearbeitet werden (etwa 17prox. in Bezug auf des Nucleotid). Die Analyse der ein- 
0 
0 
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zelnen Spitzen nach der Auftrennung ergab, dass zwar grossere Mengen Di- und Tri- 
nucleotid entstanden waren, eine weitere Reaktion aber praktisch unterblieb. Ausser- 
dem liess sich eine ausserordentlich hohe Anzahl von Nebenprodukten feststellen. 
Versuche bei gleich hohen Konzentrationen wie in Pyridin (etwa 25proz.) lieferten 
bessere Ergebnisse (vgl. Fig. 4). Nucleotide bis zum Pentanucleotid liessen sich in 
vernunftigen Mengen nachweisen (vgl. Tab. 4). 
Tabelle 4. .V~~cleotadausbeutelz bet der Polykondensation an sym.-Collzdzn 









Die Identifizierung der linearen Nucleotide wurde wie oben beschrieben vorge- 
nommen und die cyclischen Nucleotide wie folgt charakterisiert : 
1. Das 3‘-5’-cycl. Mononucleotid zeigte nach Elektrophorese bei pH 3,5 den glei- 
chen Rf-Wert wie Tdp und Tdp(CNEt); bei p H  7,5 lief es langsamer als Tdp, aber 
wie Tdp(CNEt). Die Verbindung war stabil gegen alkalische Phosphatase, wurde aber 
von Schlangengift-Phosphodiesterase langsani zersetzt zu Tdp und pTd. Hydrolyse 
mit 0 , l  N HC1 lieferte Thymin. Mit 1 N NaOH entstand pTd. 
0 100 200 300 400 500 
Fig. 5. Auf t rennung  des Polvkondensationsgemisches in sym. GoElidin nach Umsa t z  mat Acetanhydrid 
iiz Pyridiw ( ~ ~ - - = Molaritat NH4HC0,) 
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2. Das cycl. Dinucleotid liatte nach Elektrophorese bei pH 3,5 den gleichen Rf- 
Wert wie (Tap),, lief aber schneller als Tdp; hei pH 7,5 zeigte es den Rf-Wert 0,77s 
relativ zu (Tdp), und lief langsamer als Tdp. Die Verbindung war stabil gegen alkali- 
sche Phosphatase, wurde aber von Schlangengift-Phosphodiesterase langsam zu pTd 
zersetzt. Es entstand etwas Thymidin als Folge einer schwachen Phosphatasewirkung 
des Enzyms. Hydrolyse mit 1 N HC1 lieferte in langsamer Reaktion Thymin. 
Diese Eigenschaften stimmen mit den Angaben der Literatur iiberein [lo]. 
Die Nachbehandlung des obigen Polykondensationsgemisches mit Essigsaure- 
anliydrid in Pyridin (nach Abspaltung der Schutzgruppen) zur Zerstorung eventueller 
Pyrophosphate 1151 bewirkte eine deutliche Veranderung in der Zusammensetzung 
(vgl. Fig. 5). Das Ergebnis der Identifizierung ist in Tab. 5 dargestellt. 
Tabelle 5. Nucleotidazisbeuten der Polykondensation in syni. -Collidin nach der Pyrophosphatspaltung 









In  den Elutionsdiagrammen l a s t  sich deutlich das Verschwinden einiger Spitzen 
feststellen. Die Me.nge an Dinucleotid erhoht sicli fast um das Doppelte derjenigen 
in Pyridinlosung, wahrend die Nachbehandlung auf die cyclischen Nucleotide keinen 
Einfluss ausiibte. In Collidinlosung ist die Bildung von Pyrophosphaten wesentlich 
starker als in Pyridinlosung. Versuche, ein dem Pyridiniumnucleotid 3 entsprechendes 
Collidiniumnucleotid zu finden, verliefen erfolglos. 
3. Diskussion der Ergebnisse. - Eine vergleichende Betrachtung der Oligo- 
nucleotid-Synthesen durch I'olykondensation zeigt die deutliche IJnterlegenheit der 
Triestermethode (vgl. Tab. 6). 
Tabelll: 6. 4usbeutenvergleich dev verschiedenen Polykondensationen 
L,osungsmittel Td?? cycl. (Tdp), (Tdp)2 (Tdp)3 (TdP)I (Tdp), 
(ml pro mMol Nucleotid) Ausbeuten in % On,,,-Einheiten3) 
Pyridin (1, 2) 17,O 4,4 7,6 3,o 1,6 0,s 
svnz.-Collidin (2,s)  10,s 3,4 6,3 6.2 -: 1 
sym.-Collidin (1,5) 9,4 2,3 4,5 4,6 2.7 1.7 
sym.-Collidin (1,5), Nachbehand- 
Inng mit Essigsaureanhydrid 11,5 2,4  8,2 5,6 2,9 1,6 
Diestersyntbcse [11] 6 5 10,2 5,8 9 2  8,9 7 3  
Die Ausbeuten an langeren linearen Oligonucleotiden sind in jedem Fall wesentlich 
geringer. Die Triest ersynthese liefert hauptsachlich lli- und Trinucleotid und eine 
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sehr grosse Menge von Zersetzungsprodukten. Die Bildung von cyclischen Nucleotiden 
wird allerdings bei der Triestersynthese stark unterdruckt. Bei der Diestersynthese 
stellt das cyclische Dinucleotid das Hauptprodukt dar. Im sym.-Collidin verlauft die 
Reaktion zwar etwas gunstiger als in Pyridin, indem die Entstehung von cycl. Nucleo- 
tiden geringer wird ; die Ausbeuten an linearen Oligonucleotiden steigen. Dennoch ist 
die Empfindlichkeit der Triester zu gross, wie die grosse Anzahl von Neben- und Zer- 
setzungsprodukten zeigt. Die Ergebnisse unserer Studien machen deutlich, dass eine 
ergiebige Synthese von Oligonucleotiden durch Polykondensation eine grundsatzlich 
neue Versuchsanordnung erfordert. 
Wir danken dem u Schweizerischen Nationalfonds zur Forderungder wissenschaftlichen Forschatng)) 
(Projekt Nr. 2.48.68) fur die finanziclle Unterstutzung diescr Untersuchung. 
Experimenteller Teil 
1. Allgemeines. - Spektren und Diagramma wurden mit folgenden Geraten aufgenommen : 
UV.-Elutionsdiagramme bei 254 nm rnit dem ((Uvicord~) Typ L K B  4701 A, UV.-Spektren rnit 
einem Beckman-UV.-Spektrophotometer, Modell DK2, 1R.-Spektren rnit einem Perkin-Elmer 
1R.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, 60-MHz-NMR.-Spektren rnit einem Varian-A-60- 
Spektrometer. Diese Spektren wurden irn Spektrallaboratorium des Institutz (K.  Aegerter) ge- 
mcssen. Die 100-MHz-NMR.-Spektren wurden mit einem Varzan-HA-100D-Spektrometer im 
Institut fur physikalische Chemie (E.  Jutz i )  gcmessen. 
Proben zur  Elementaranalyse wurden bei Zimmertemperatur und 0,02 Torr 14 Std. getrocknet. 
Die Elementaranalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Labor des Instituts (17. Thommen).  
Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. 
Zur Chromatographie kamen folgende Materialien zur Anwendung : Zur Saulenchromatographie 
Kieselgel der Firma E.  Merck AG, Darmstadt (Korngrosse 0,05-0,20 mm). Zur Cellulose-Ionenaus- 
tauscherchromatographie Cellulose von Serva, Entwicklungslabor Heidelberg, Type : DEAE-SS. 
Bei der analytischen Papierchromatographie wurde Whatman No 1, bei der praparativen Papier- 
chromatographie Whatman No 3 verwendet. Die Dunnschichtchromatographie (DC.) erfolgte auf 
Fertigplatten der Firma E.  Merck AG, Kieselgel F,,,, Schichtdicke 0,25 mm. 
Die Fliessmittelsysteme waren : A: Methylenchlorid/Methanol 9:1, B :  Z-Propanol/O,lBi wasse- 
rige Ammoniumhydrogencarbonat-Losung 9:1, C:  Aceton rnit 15% Methanol und 4% wasseriger 
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung (0,11w), D : 2-Propanol/konz. AmmoniakjWasser 7 :1: 2, 
E : n-Propanol/konz. Ammoniak/Wasscr 55 :10 : 35, 1: : Wthanol/lM wasserige Ammoniumacetat- 
Losung 5 : 2. 
Dic Papierelektrophorese wurde in einer wassergekuhlten Xpparatur nach Brenner-Luscher [20] 
durchgefuhrt. Die Puffersysteme waren: fur pH 3 , 5 :  0.05 M Acetat-Puffer; fur pH 7,5: 0,05M Phos- 
phat-Puffer. Das Spannungsgefallc betrug 18-20 V/cm. Papier: Whatman No 1. 
( U n i m  Carbide) 
mindestens 4 Wochen aufbewahrt. Losungen wurden im Rotationsverdampfer bei 37" und 12-15 
Torr eingedampft. Die Trocknung dcr Substanzen zur Synthese erfolgte durch mchrfache Dcstilla- 
tion mit abs. Pyridin und Abdampfen zur Trockne im Hochvakuum. Ammoniumhydrogencarbonat 
wurde durch mehrfaches Eindampfen mit wasserigem Athanol entfernt. 
Das verwendete Pyridin (Fluka A G ,  Buchs S G )  wurde uber Molekularsieb 4 
WO nicht anders crwahnt, wurden die Ammoniumsalze der Nucleotide eingesctzt. 
2. Beschreibung der Versuche. - 2.1. 5'-O-p-Monomethoxytrityl-thymadi~n [ ( M e 0  Tr) T d ] .  - 
Nach dem bekannten Verfahren [16] wurden 20 mMol Rohprodukt hergestellt. Das resulticrende 
zahe 0 1  wurde in einem Gemisch aus 200 ml Wasser und 200 ml Chloroform aufgenommen. Die 
Chloroform-Phase wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und unter Zusatz 
von 1 ml Pyridin eingedampft. Der Riickstand musste mehrere Male mit Benzol eingeengt werden, 
bis der Gcruch nach Pyridin verschwand. Der zahe Schaum loste sich in 150 ml Benzol nach Zu- 
gabe von 3 ml Methanol. Die Fallung erfolgte mit 170 ml Cyclohexan, das wahrend 20 Std. aus 
einer feinen Kapillare unter starkem Ruhren zugetropft wurde. Dabei kristallisierte das Produkt 
in feinen Nadeln und Nadelbiischeln vom Smp. 115-118". -4usbcute 9,4 g (94%). Rf-Wcrt in Sy- 
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stem A :  0,33. Sichlbar iin IJV., Braunfarbung niit Jo t l .  Gelbfarbung mit lO”/b HC10, in Wasscr. 
LW.-Spektruni in ikthanol: Maxima bei 195,5 (4,96); 231 (4,138) und 266 (4,008) nm (log c.). 1R.- 
Spcktrum (Methylonchlorid) : Banclen bci 3590 cni-l (OH, Zucltcr), 3400 em-’ (NH) ,  1700 em-’ 
(sck. Amid), 1680 cn-’ (tert.  Amid), 1600 und 1500 cn - l  (.Aroniat). (iO-MHz-NMK.-Spcktruill in 
(CD,),SO: s bei 1,4-9 ppm, 3 H an C(5)-~CH,: t bei 2,22 ppm, 2 H an C(Z’), J = 5 Hz ;  vn bcI 3,28 
ppm, 2 H an ‘4.5’) ; s bci 3,72 ppm, 3 II a n  Ar-O-CH,; nz bei 3,91 ppm, 1 H an  C(4’): m bei 4,33 
ppm, 1 H an C(3’) ; d bei 5.29 ppm, entfallt bei Austausch init I>,O, 01-1 an C(3‘) ; t bei 6,20 ppm, 
1 H an C(l’), J = 6 Hz;  m bci 6,75-7,60 ppm, 1 5 H  an  C(6) nnd .Aromat; s bci 11,33 ppni, cntfallt 
bci Austausch niit D,O, bv, 1 H an Thymidin-K. 
C30H,,)N,0, (.514,59) Rer. C 70,02 H 6,09 N .5,44% Gef. C 70,29 H 5,88 ?; 5,4lq,, 
2.2. 5‘-O-p-M~~nomethoxy trz t~~l - lhymidin-3‘ -~-~-cy~nouthy l~ lz~sphat  [ ( M e 0  Tr) Tdp(CArEt)]. - 
850 nig Ba-Salz der ~-Cyanoathylphosphorsdure wurdcn in 10 tnl Wasscr unter Zugabe yon 6 g 
h w e x  50H+ gelost und durch eine kleine Saule (ca. 2 g) i)owex 50 H +  gegeben. Kach Spiilcn init 
10 ml Wasser wurde clas Eluat tnit 5 ml Pyridin eingeengt. Zuin Trockucn des farbloscn 01s wurdc 
noch 3mal niit 10  ml abs. Pyridin cingedampft und in 3 nil I’yridin gelost aufbcwahrt (+Z3). 
1,08 g ( 2 , l  mMol) (Me0Tr)Td wurdcn getrocknct und der cntstandene feste, farblose Schauin mit 
der obigcn Losung von Pyridinium-/%cyanoathylphosphat und cincr Lejsung von 1,5 g (4 mMol) 
T P S  in 3 ml Pyridin vcrsetzt. Das Gemisch farbte sich dabei schwach gelb. Each 14 Std. wurden 
12 ml Wasser zugcgeben, wobei anfangs cine niilchige Trubung entstand. Nach wciteren 4 Std.  
wurdc 3mal mit j c  20 ml Chloroform extrahiert, die Chloroform-I’hase m i t  Wzsser gcwaschen und 
mit ctwas Pyridin cingedampft. Das Rohprodukt wurdc auf einr 200-g-Iiieselgelsaule gegetlen, die 
init Accton/Methanol/O,lM Ammoniumhydrogencarbonat-I,~sung 94,5 : 4 :1,5 voraquilibricrt ar. 
Eluiert wurde mit stcigenclen Antcilcn Methanol und h’H,HCO,-Lijsung in Wasscr. Die Elution er- 
folgte stufenweise niit folgenden Mischungsverhaltnissen : 800 in1 94,s : 4 :  1,5 ; 800 m193 : 5 : 2 ; 1200 nil 
90 : 7,5 : 2,5 ; 1400 ml87 :10 : 3. Hei 10% Methanol erschicn das I’rodukt. Die Fraktioncn wurden ver- 
einigt und durch ISindampfen vom NH,HCO, bcfreit. Dcr glasige Ruckstand wurde in moglichst 
wenig Chloroform gelost und durch vorsichtigcs Tropfen in Ather als weisses Pulver  gefallt. Aus- 
beutc: 1,52 g = 76’3/,. Ilas Produkt war in den Systcnien B ( l l f  0,30) und C ( T i f  0,26) einheitlich. Es 
war sichtbar im U V . ,  farbte sich niit Jod langsam braun und ergab einen gelben Fleck Init l0proz. 
HC10,. 
Charukterisierung des NH,-Salzes. UV.-Spcktrum in Athanol: Maxima bei 196 (4,97) ; 230 
(4,25) ; 267 (4,015) nm (loge). 1R.-Spektrum (fest in KRr) : Banden bci 2260 cm (CEN),  1680 cn - l  
(Amid), 1600 und 1500 cm-l (Aromat), 1250 cm-l (P=O), 1080 cm-’ (P-0-C). 60-MHz-NMK: 
Spektrum in (CD,),SO (vgl. I3g. 1):  s bei 1,41 ppin, 3 H, CH, an C(5);  m bei 2,45 ppm, 2 H an 
C(2’) ; 1 bei 2,72 ppm, 2 H an CH,-CX, J = 6 Hz;  nz bci 3,26 ppm, 2 H an C(5’), vom Wasscr vcr- 
deckt; s hei 3,78 ppm, 3 H an CH3-O--.4r; m bci 4,15 ppm, 1 11 an C(4’) ; m bei 4,73 ppm, 1 H an 
C(3’) : bv t bci 6,21 ppm, 1 11 an  C(1’) ; m bci 6,XO bis 7,S.j ppni, 15 11 an hromat und C ( 6 )  ; s be1 
10,9 ppm, entfallt bei Austausch mit D,O, 1 fI an Thymidin-H. 
2.3. ~hymid~~z-3’ -~-cyanouthy lphosph~t  [ Tdp(C.VEt)]. ~ 1Xe Abspaltung und Isolierung wurde 
analog [16] durchgcfiihrt. Ifas Produkt cntstand in 98prOz. Ausbeute als weisses Pulver. Wcgcn 
eines Startfleckes im DC. wurde eine Filtration uber 10 g IGeselgcl, welches 3nial mit heisseni Me- 
thanol gewaschcn worden war, ausgefiihrt. Ilas Pulver wurde in Methylenchlorid/Methanol 4 :1 gc- 
lost, durch die Saule filtricrt und nach Emcngen aus wasserigenl Athanol mit einem Uberschuss 
Accton gefallt. Reines Tdp(CNEt), l/, Ba, H,O konnte in einer Ausbeute von 92% erhaltcn werden; 
Snip. 224-228” (Zvxs.). Tn der Schmelzc cntstanden Nadcln, die bei 250“ schmolzcn. Dann war der 
Schmelzfluss klar. Diinnschichtchrvmatogramnic in den Spstenien R und D ergaben 1 Fleck, sicht- 
bar im UV. Schvmrzfarbung erfolgtc nach Rcspruhen Init 10% HCIO, in Wasser und Erhitzcn auf 
150-200”, Gelb- bis Rlaufarhung entstand nach Umsatz init Chlor und o-Tolidin. Nach Abspalten 
der Phosphorsaurc-Schutzgruppe tnit konz. hrnrnoniak iihcr Nacht war das Produkt widerstantls- 
fahig gegen die 5’-Nucleotidase nus Crotalus adamcmteus [l] .  Die Inkubation von 0,5 mg niit a k a -  
lischer Phosphatase aus Kalbcrdarm ergab Thymidin als einziges Produkt. Je 2 OD,,,-Einhciten 
wurden in der Papicrelektrophorese cingesetzt. Die zu Tdp relativen Kf-Wcrte waren: pH 3,5: 
1 ;  pH 7 , i :  0,Gl. LJV.-Spektrum in Wasser: Maxima bci 205 (3.99) und 266 (3,98) nm (loge). 1R.- 
Spcktrum (fcst in KBr) :  u .a .  Banden bei 2250 cni-l (CEN), 1680 cn1-l (Amid), 1230 cnl-I ( P = O ) ,  
10.50 em-’ (P-O--C). 100-MHz-NMR.-Spektrum in (<:D,),SO, als NH,-Salz (vgl. Fig. 2 )  : s bci 
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7,72 ppm, 11-1 an C(6) ; t bci 6,15 ppm, 1 13 an C(l’) ,  ,/ = hHz;  m bci 4,70 ppni, 1 H an C(3‘) ; m bei 
4,O ppm, 1 H an C(4’) ; d x t mit Zentrum bci 3,86 ppm, 2H an P-O-CH,-; nz bei 3,63 ppm, 2H 
an C(5’); t bzi 2,74 ppin, 2H an -CH,-CN; nz von 2,32-2,0 ppm, 2 H an C(2’); s bei 1.80 ppm, 
3 H a‘i C(5)-CH,; schr breites Signal von 9,1-6,8 ppm, 4 H von NH,+; brcites Signal von 5,7-5,0 
ppni, 1 H an C(5’)--OH; beidc Signalc cntfallen nach Zugabc von ll,O. 
(C,,H,,N,O,P), ‘lZ€3a, H,O (460,89) Ber. C 33,82 H 4,360/6 Gef. C 33,22 H 4,10% 
lsolierung uls NH,-Salz. Auf die ubliche Weise wurde mit Hilfe von Dowex 50Hf Kationcn- 
austsuscher aus dem Ra-Salz die Saure freigesetzt und untcr Kuhlen und Ruhren das Eluat mit 
verd. =\mixoniak vorsichtig neutralisiert. Nach dem Eindampfen bildetc das Salz eincn harten, 
farbloscn Lack, der sich weder fallen noch kristallisieren liess. Durch Lyophilisieren cntstand ein 
trockcncs WCISSCS Pulvcr .  
2.4. Oligonzzcleotid-Derzvate. - Als Vcrgleichsnuclcotidc wurden folgende Substanzen nach der 
sc1iri:twcisen Mcthode von Khoranu  et  al. [18] hcrgestcllt : d[(MeOTr)T-TI, d[(MeOTr)T-T-TI, 
cll(~IeoTr)T-~T-T-T], d[(MeOTr)T-T-T--T-T]. Die c-Werte stimmten mit den Literatur- 
wertcn 1181 uberein. Alle Produkte waren Dunnschicht- und Papier-chromatographisch einheit- 
lich. Zur  Bestimmung der Kettenlange und zur Verwendung als Vcrgleichssubstanz wurde dic 
p-Methoxytritylgruppe von kleinen Proben abgespalten (vgl. unter 3.1). Die Kettenlangenbe- 
stimmung crfolgtc mit Schlangengift-Phosphodiestcrase [21] wie unter 3.2 beschrieben. Sic crgab 
in allen Fallen das richtige Ergebnis. 
2.5. Die Phosphorylzerungen. - 2.5.1. Stammliisung. Nach 2.2 wurde eine Standardlosung des 
l’yridiniumsalzcs der 8-Cyanoathylphosphorsaurc init der Konzentration 0,5 mMol/ml Pyridin 
hcrgestellt. Die farblose, klare Losung wurdc bei 2’ aufbewahrt. 
2.5.2. Phosphorylierung des geschiitzten Dinucleotids.  - 105 mg (0,11 mMol) d[(MeOTr)T-TI 
wurden mit 0,44 ml (0,22 mMol) Stammlosung nach dem bekanntcn Verfahren getrocknet. An- 
schliessend wurdcn unter strengstem Feuchtigkeitsausschluss nachcinander 240 mg (0.8 mMol) 
T P S  und 3 ml abs. Pyridin zugegcben. Nach 20 Std. Reaktion bei 2” wurde mit 3 ml Wasser unter 
Eiskuhlung 5 Std. hydrolysiert. Durch Zugdbe von 20 ml konz. Ammoniak entstand eine klare, 
gelbc Losung, die nach 18 Std. unter den ublichcn Vorsichtsmassnahmen eingedampft wurde. Das 
gesamte Gemisch konnte nach Losen in Wasscr auf eine DEAE-Cellulosesaule sufgetragen und mit 
Wasscr eingcwaschen werden. (Die Losungen schaumen beim Eindampfen sehr stark. Durch Zu- 
satz von Athanol kann dies jedoch weitgehend verhindert werden.) Elutionsgradient : 
Mischgefass : 2 1 0,03 M Ammoniumhydrogencarbonat in 1Oproz. Athanol; 
Vorratsgcfass : 2 1 0,2 M Animoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol ; 
nnschliesscnd Mischgefass : 2 1 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol; 
Vorratsgefass : 2 1 0,4 M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol. 
Fliessgeschwindigkeit: 0,7 ml/Min. Ini  Elutionsdiagramin erschienen 2 Hauptspitzen. Die ent- 
sprechenden Fraktionen wurden gesammelt und eingeengt. Die Ruckstande wurden aus Wasscr 
1 yophilisicrt. Nach dunnschichtchromatographischem Verglcich in System D bcfand sich in der 
vorderen Spitze das Ausgangsmaterial(20%), in der hinteren das Produkt d[(MeOTr)T-Tp] (36%). 
llic Phosphorylierung wurde wie folgt bewicscn : Bei Inkubation mit alkalischer Phosphatase nach 
Enttritylierung t ra t  cine vollstandige Spaltung zum ilusgangsmaterial ein. Bei Inkubation mit 
Milz-Phosphodicsterasc entstand Tap als einzigcs Produkt. Die Vollstandigkeit der Spaltung be- 
weist die Richtigltcit der Phosphodiester-Bindungen [22]. 
2.5.3. Phosfihorylierung des geschiitzten Trinucleotzds.  40 mg (0,034 mMol) d[(MeOTr)T-T-T] 
und 0,2 ml (0,l  mMol) Stammlosung wurden auf dic ubliche Weise zusammen getrocknet und mit 
105 nig (0,34 mMol) TPS in 1 ,2  ml abs. Pyridin versetzt. Nach 6 Std. bei 23” erfolgte die Zugabe 
\-on 1.2 ml Wasser und nach weitercn 6 Std. wurden 20 ml konz. Ammoniak zugegeben. Nach 
18 Std. wurde unter den bekannten Vorsichtsmassnahmen eingeengt, in Wasser gelost und an  eincr 
DEAE-Cellulosesaule (20 x 2.5 cm) nach dem Standardverfahren chromatographiert. Elutions- 
grad i cnt : 
Mischgefass : 
Vorratsgefass : 
2 1 0,03 M Arrimoniuinhydrogencarbonat in 10proz. Athanol; 
2 1 0,2 X I  Ammoniumhvdrogencarbonat in 20proz. Athanol; ~- 
anschliessend Mischgefass : 11 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol; 
Vorratsgcfass : 1 I 0 , 4 ~  Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. dthanol. 
1942 1 3 E L V E T I C A  C H I h r I C A  ACT.4 - 1'01. 55, FaSC. 6 (1972) - x r .  184 
Durchflussgeschwincligkeit : 0,7 ml/Min; Fraktionsgrijsse : 1 2  ml. Das Elutionsdiagramni zcigte 2 
Hauptspitzen. In cler hinteren befand sich dr(Me0Tr)T-T-Tp] in 47 % Ausbeutc. Das Nuclcotitl 
war im Dunnschichtchroniatogramrn einheitlich in den Systemen U und E mit Rf-Wcrtcn 0,12 
und 0,52. Dcr Beweis der Phosphorylierung gelang wic bcim Dinuclcotid. 
2.5.4. Phosphovylierungdesgeschiitzten Tetrunzdeot ids .  50mg (0,034mMol) d[ (Me0Tr)T-T-T-T] 
und 0,27 ml (0,13 mMol) Stammlosung wurden getrocknet und rnit 154 mg (0,51 mMol) TPS  in 
1,3 ml abs. Pyridin versetzt. Nach 6 Std. bei 23" fand Hydrolpse mit 1,3 ml Wasser statt. Nach wci- 
teren 12 Std. wurden 40 ml konz. Ammoniak zugegeben und die Losung 48 Std. bei 4" stehengc- 




anschliessend Mischgefass : 
Vorratsgefass : 
Es traten 3 Hauptspitzeu auf:  in der hinteren d[(MeC)Tr)T--T~-'GTp] in 15% ilusbcute, in der 
mittleren d[(MeO'rr)T-T-T-T-(CNEt)] in 30% Ausbcute. Uicses Produkt wurdc durch Er- 
hitzen in konz. NH, auf 60" fur 30 Min. in d[(McOTr)T-T-T-Tp] iibergcfuhrt. Isolicrung und 
Beweis dcr Phosphorylierung erfolgten wie beim Dinucleotid. 
2-55. Phosphorylierung des Pentunztcleotids. 40 mg (0,019 mMol) d[(MeOTr)T-T -T--T-- '1; 
wurdcn mit 0,19 mi (0,094 mMol) Stammlosung versetzt und nach ublichem Trocknen mit 84 mg 
(0,28 ntMol) TPS  in 0,7 ml Pyridin zur Reaktion gebracht. Kach 7 Std. bei 23" wurde mit 0.7 ml 
Wasser untcr Eiskuhlung hydrolysiert und 18 Std. stehengelassen. Nach 6 Std. Reaktion mit 10 In1 
konz. Ammoniak wurde 10 Min. auf 60" erhitzt, wie ublich eingedampft und auf eine DEAE- 
Ccllulosesaule (20 x 2,s cm) aufgetragen. Elutionsgradient : 
Mischgefass : 3 1 0,Ol M Amnioniumhydrogencarbonat in 10proz. Athanol ; 
Vorratsgefass : 3 1 0,3 M Ammoniumhydrogencarbonat in 2Uproz. Athanol. 
Uurchflussgeschwnndigkeit : 0,7 ml/Min. Die Isolierung und Identifizicrung der Substanzen in den 
2 Hauptspitzen el-folgte wie beini Dinucleotid. d[(MeOTr)T-T--T-T-Tp] cntstand in 40prOz. 
Ausbcutc. 
2.6. Die Polykondensudion uon Tity?nidi?z-3'-~-I-yanodthytpilosphu~. 370 mg (0,s mMol) 
(I\iIcOTr)l'dp(CNEt) und 790 mg (1,5 mMol) Tdp(CNEt) wurdcn 4mal mit 5 ml abs. Pyridin einge- 
dampft und im Hochvakuum getrocknet, bis ein harter, trockener Schaum entstand ( je  etwa 
20 Min.). In eincm kleinen Ihchglas wurde eine Losung von 1,3  g (4 mMol) TPS in 2,1 ml Pyridin 
vorbcreitet. Die Zugabe dieser Losung zum Nucleotidgemischerfolgte niit ciner Spritze, die durch den 
I-'lastikdcckcl gcstosscn wurde. Nach 4Tagen war samtlichcs TPS  gelost, nach 8 Tagen wurden noch- 
mals 200 mg TPS  zugegcbcn, die sich innerhalb weitcrer 3 Tage losten. Nach insgesamt 12 Tagcn 
(bei 23") wurden untcr Eiskuhlung vorsichtig 30 nil Wasser zugesetzt. Das Gemisch war anfangs 
niilchig trub, wurde dann abcr klar. Nach 24 Std. wurdc mit 100 ml80proz. Essigsiurc 10 Min. auf 
100" erhitzt und dann so lange mit Wasser eingeengt, bis kein Geruch nach Essigsaure mehr wahr- 
nehmbar war. Der trockene Hiickstand wurde in 50 ml konz. Ammoniak gclost, uber Nacht stehen- 
gclassen und dann 30 Min. auf  60" erwarmt. Es entstand cine triibe, orange-rote Losung, die eingc- 
dampft wurdc. Na.chdctn dcr Ruckstand in 2 gleiche Tcilc geteilt worden war, wurde ein Teil noch- 
mals niit konz. Arnmoniak 30 Min. auf 60" erwarmt und anschliessend cingccngt. Zuin trockenen 
Ruckstand wurden 30 ml Wasser gegeben und sovicl Athanol, bis die gesamtc Menge in Losung ge- 
gangen war. Diese Losung wurde auf einc DEAE-Cclluloscsaulc (61 x 4 cm) aufgetragen und mit 
25proz. wasserigcm Athanol cingcspult. Die nicht-anionischen Anteile wurden mit 11 25proz. :itha- 
no1 aus der Saulc ausgcwaschen. Elutionsgradient : 
Mischgefass : 31 Wasser; 
Vorratsgefass : 3 1 0,25 M A~iitiiotiiumhydrogencarbonat-Losung in Wasser ; 
anschliessend Mischgefass : 3 1 0,25 M Animoniuriihydrogencarbonat-I~osung in Wasser ; 
Vorratsgefass : 3 1 0,5 M AAmtnoniumhydrogencarbonat-L6sung in Wasser. 
Ucr pH-Wert dcr Aninioniurnhydrogencarbonat-liisung l)lieb konstant zwkchen 8,5 uncl 9,0. 
Durchflussgeschwindigkeit: 0.7 inl/Min. Alle 30 Min. murden Fraktionen yon 20-25 in1 genommcn. 
Folgende Fraktionen wurden gesatnmclt und auf die ubliche Wcisc aufgcarbcitct (vgl. Fig. 3.). 
2 1 0,01 M Ammoniutnhydrogcncarbonat in l0proz. Athanol ; 
2 1 0,3 M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athano1 ; 
1 1 0.3 M Ammoniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol ; 
1 1 0,45 M Amnioniumhydrogencarbonat in 20proz. Athanol. 
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Je 2 OD,,,-Einheiten samtlicher Spitzen murden auf Diinnschicht aufgetragen und in den 
Systemen D und E mit den synthetisch hergestellten Polynucleotiden Tdp -+ (Tdp), verglichen: 
Nr. 1-8 in System D, Nr. 8-23 in System E.  Alle Fraktionen waren zu etwa 5% verunreinigt. Uic 
Rf-Werte der Produkte in dcn Spitzen mit Nummern 5, 10, 13, 16 und 19 bildeten eine homologe 
Reihe, die idcntisch war mit  der synthetisch hergestellten Rcihe von Tap + (Tap),. Die Papier- 
chromatographic der Spitzen in System F ergab das gleichc Ergebnis. Aufgetragen wurden je 
5 OD,,,-Einheiten, die Laufzeit der hohercn Polymeren betrug 2-4 Tage. Je  10 OD,,,-Einhciten 
dcr Spitzen 5 ,  10, 13, 16 und 19,wurden mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm auf die iib- 
lichc Art inkubiert. In  jedcm Fall wurden die Nucleotide vollstandig abgebaut zu ciner auf Diinn- 
schicht schneller laufenden Verbindung. J e  10 pl der Inkubationslosungen wurden auf Diinn- 
schicht aufgetragen und direkt mit den synthetisch hergestellten Nucleotiden d(T-T), d(T-T-T), 
d(T-T-T-T) und d(T-T-T-T-T) in System D verglichcn. Sic erwiesen sich als identisch. 
Spitze 5 ergab Thymidin als UV.-aktives Spaltprodukt. 
Spitze 7 wurde auf Diinnschicht und Papier in 2 UV.-absorbierende Flecke geteilt. Kelativ zu 
Tdp lief ein Produkt schneller und eines langsamer. Etwa 160 OD,,,-Einheiten des Gemisches wur- 
den als Band auf Papicr Whatman No 3 aufgetragen und in System F entwickelt. Es entstanden 
2 scharf voneinander getrennte, UV.-absorbicrende Zonen mit den Rf-Werten 0,08-0,30 und 0.32- 
0,55. Die Zonen wurden ausgeschnitten, zerkleinert und 24 Std. mit Wasser eluiert. Die Messung 
der optischen Dichten zeigte folgendes Verhaltnis: obere Zone 28 OD,,,-Einheiten, untere Zone 
114 OD,,,-Einheiten. - Charakterisierung der zhnteren Zone:  UV.-Spektrum in Wasser : Haupttnaxi- 
mum bei 261 nm; sehr starke Schulter bei 265 nni. Inkubation von 10 OD,,,-Einheiten mit alka- 
lischer F'hosphatase beivirkte eine vollstandige Spaltung in ein Nucleosid, das wesentlich polarer 
war als Thymidin. UV.-Spektrum des Nucleosids in Wasser: Hauptmaximum bei 261 nm; schr 
starke Schulter bei 265 nni. - Charakterisierung der oberen Zone: UV.-Spektrum in Wasser: Haupt- 
maximum bei 263 nin. Rci lnkubation von 10 OD,,,-Einheiten mit alkalischer Phosphstase 
trat  keine Spaltung ein. Die Hydrolyse mit O , ~ N  HCL hti 100" bemirlrte nach 15 Min. keine Ver- 
anclerung. Nach 15 Min. Realction mit 1~ NaOH bei 100" mar im Diinnschichtchromatogralnm kein 
ITV.-absorbierendes Material mehr festzustellen. Nach Reaktion mit 1~ HCI bei 23" trat  nach 
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48 Std. ein UV.-aktives Produkt auf,  das unpolarcr als das .lusgangsniatcrial war, abcr polarcr als 
Thymidin und Thymin. 
2.7. Losuizgsmii'teltestreaktionen. - 72 mg (0,1 mMol) (Mc(rrr)Tdp(CNEt) und 57 mg (0,2 mXol) 
T d  (Ac) wurdcn nach Letsinger et al. [4J rnit TPS unigcsctzt. L)ie l 'rennung dcs Reaktionsgeniisches 
erfolgtc an einer 10-g-Kieselgelsaule mit Essigsaiure-athylester, dcr 0-100,b Methanol enthielt : 
Elution mit 100 nil Essigsaure-athylcstcr, dann mit 50 in1 Essigestcr init 8% Methanol und schliess- 
lich mit 70 nil Essigester mit 10% Mcthanol. Mit 10% Methanol erschien das Dinucleotid. L)ie Lo- 
sung wurdc cingeengt und das Rohprodukt an einer 20-cni-LXckschichtplatte (SiO,) getrennt. 
Fliessmittel : Essigsaure-athyiester/Methanol 9 : l .  Dic Ablosung geiang mit dcm 1;liessmittei. Ilie 
Losur,g wurde filtriert und eingedampft. 
Bei Verwendung von 0,5 ml Pyridin als Losungsmittcl resultierten 59 ing (MeOTr)Tdp(ChTt) 
Td(Ac) als Iarbloseir Lack (63%). Die gleiche Reaktion wurde auch in je 0,5 In1 iolgendcr Liisungs- 
mittelsystcme durchgefuhrt, wobei allerdings das gcwiinschte l'rodukt nicht gebildet \vurtle 
Dimethylformamid (DMF), DMF mit 2 Aquiv. (rel. zu TPS) Pyridin, D M F  mit 30% Pyridin, 
DMF mit 50% Pyridin, D M F  mit 2 Aquiv. Pyridin und 400 mg ~'yridIniuni-Do\~.ex 50, IIMF 
Init 50% Pyridin u n d  400 mg Pyridiniunn-Do.ex 50. 
Analoge Rcaktion in sym.-Collidin : Collidin wurdc ubcr Tosylchloricl im Vakuum destillicrt 
und uber Molckulai-sieb 4 A aufbew-ahrt. Die Reaktion wurde wic obcn durchgefuhrt. hufarbeltung : 
Nacli Hydrolysc mit 0,5 ml Wasser wurdc Collidin durch 3maligcs Ausruhren iiiit ,%ther cntfernt. 
Beim Ausschiittcln der wasserigen Losung niit Methylcnchlorid ging der Tricstcr in die organischc 
Phase und wurdc wie oben durch Saulcn- und Dickschkhtchromatographic gereinigt. Ausbcutc : 
42 mg = 50%. 
2.8. D7,e Polykondensafion in sym.-Collidia. - 360 mg (0,3 mhlol) (Me( )-L'r)?'dp(CNEt)-Pyritii- 
niumsalz und 15000 OD,,,-Einheiten (1,s mMol)Tdp(CNEt)-Pyriditiiunisalz wurdcn 5mal mit je 
5 ml Pyridin im Hochvakuum zur Trockne eingedampft. Zum rrsulticrenden trockencn Schaum 
wurden 1,2 g (4 mNtol) TPS und 3 ml Collidin gcgeben. Nach 24 Std. Schutteln entstand cine trube, 
leicht gelbc Suspension, die weitcr gut geriihrt wurde. Nach einigcn Tagen war die Suspension dun- 
kelbraun gefarbt. Nach 14 Tagen wnrde unter Eiskiihlung mit 3 ml Wasscr hydrolysiert und nach 
6 Std. durch 3nialiges ilusruhren mit Ather das Collidin entfernt. Anschlicssend wurde die Losung 
eingedampft und mit 100 ml 80proz. Essigsaure 10 Min. a u f  70-80' erhitzt. Die Essigsaure wurdc 
durch 3maliges Abdampfen mit Wasscr entfernt, der Ruckstand in konz. NH, aufgenommen, ubcr 
Nacht bei 23" stehengelassen, dann vom schwarzen Ruckstand abfiltricrt und unter Zusatz von 
etwas Athanol (Schaumen !) vorsichtig eingedampft. Der trockcne Ruckstand wurde na.chcinander 
mit Ather und Benzol extrahiert, dann in wenig Wasscr und Athanol gelost und mit einem grosscn 
Uberschuss Aceton vcrsctzt. nabei  fie1 eine braunc Substanz aus, yon dcr nach 1 Sld. Stchcn hei 0 '  
das hceton abdekantiert werden konntc. Die Acetonlosung cnthielt hauptsachlich Triisopropyl- 
tienzolsulfonsaure. In kcinem Extrakt bcfand sich nucleotidischcs Material. Dcr Ruckstand wurdc 
in Wasser aufgenommen und in 2 gleiche Teile geteilt. Ein Tcil wurde direkt auf die UEAE-Ccllu- 
losesaule (4 x 65 cm, entspricht etwa 300 g trockencr Cellulose) aufgetragen u n d  r . i t  cinem Xmmo- 
niumhydrogcncarlonat-Gradienten bei pH 7 , 5  (konstant gehaltcn durch Eirileiten von CO, in das 
Mischgefass) getrennt (vgl. Fig. 4). Gradient: 
Mischgefass : 3 1 Wasser, 
Vorratsgefass : 3 1 0,187 M Ammoniumhydrogencarbonat ; 
anschlicsscnd Mischgefass : 3 1 0,187 M AmmoniuInhydrogcncarbonat ; 
Vorratsgefass : 3 1 0,375 M Amnioniunihydrogencarbonat. 
Durchflussgcschwindigkeit : 102 ml/Std. Die Fraktionen wurden alle 15 Min. gcwechselt. Folgcnde 
Fraktjonen wurdeii gesammelt uncl auf die iiblichc Weise anfgcarbcitet : 
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Fraktionen Spitzen Nr. Ol),,,-Einlieiten o/u OT),,,-Ein- 
hcitcn 
194-204 6 220 2 ,3  
205-232 7 370 3,s 
233-242 8 320 3,3 
243-260 9 540 5,6 
261-281 10 310 3 2  
282-29.5 11 380 3,9 
296-330 12 620 6 4  
331-343 13 100 1,9 
344-358 14 180 1 3  
359-370 15 130 1 3  
371-403 16 190 1.9 
404-433 17 165 1,7 
Die Identifizierung der Spitzen crfolgtc wie bei 2.6 beschrieben (lurch vergleichende Chromato- 
graphie an Kieselgel in System D. Die Zuordnungen wurden durch Inkubation mit alkalischcr 
Phosphatase und Milz-Phosphodiesterase bestatigt (vgl. Tab. 4). Die Ausbeutenangaben in dieser 
Tabelle stimmen nicht notwendigerweise mit den oben angegebenen uberein : einzelne Nucleotide 
sind iiber mehrere Spitzen verteilt. Die Ausbcuten in Tab. 4 gcbcn die Gesamtmenge an isolicrtem 
Nucleotid an).  
2.9. Identzjizierwng zion cycl. T a p .  - Untersucht wurdc die Substanz in Spitze 3 von Fig. 4. Sic 
erscheint bei der Rechromatographic an DE.4E-Cellulose bei eincr Hydrogcncarbonatkonzentra- 
tion von 0 , 0 9 ~ .  UV.-Spcktrum: A, = 263 nm. Zur Papierclcktrophorese wurden je 2 OD,,,- 
Einheiten als 3-4 mrn langes Band aufgetragen und bei pH 3,5  und 7,5 mit Tap und Tdp(CNEt) 
verglichen. 5 OD,,,-Einheitcn wurden mit Schlangengift-Phosphodiesterase 17 Std. bei 37" inku- 
biert und die Spaltprodukte durch Chromatographie an Kieselgel in System 1) charakterisiert. 
Die Spaltung erfolgte zu ca. 70%. Durch Erhitzen von 5 OD,,,-Einheiten in 0 , l ~  HC1 5 Min. bei 
100" entstand nach dunnschichtchromatographischer Untersuchung in System D Thymin. 5 ODz6,- 
Einheiten wurden rnit 1~ NaOH 2 Std. auf 100" erhitzt und die Zcrsetzungsproduktc (vorwiegend 
pTd) durch Uiinnschichtchromatographic an Kieselgel (System D) identifizicrt. Zcrsetzt wurden 
etwa 80% des Materials. 
2.10. Identifisierung von cycl. ( Y',jp),. - Untersucht wurde die Substanz in Spitze 6 von Fig. 4. 
Die Verbindung erschien bei der Rechromatographie an DEAE-Cellulose bei einer Hydrogencar- 
bonatkonzentration von 0,19 M .  UV.-Spektrum wie Thymidin. Zur Papierelektrophorese wurdcn je 
2 ODz,,-Einheiten als 3 mm langes Band aufgetragen und bci p H  3,5 und 7,5 mit Tap, Tap(CNEt) 
und ( T ~ P ) ~  verglichen. 5 OD,,,-Einheiten wurden durch Schlangengiftphosphodiesterase nach 17 
Std. bei 37" zu etwa 80% zu pTd gespalten. Gleichzeitig entstand Thymidin. Im  Parallelversuch 
inkubiertes pTd lieferte ebcnfalls etwas Thymidin. 5 OD,,,-Einheiten murdcn 3 Std. in 1~ HC1 auf 
100" crhitzt. Alle Hydrolysenprodukte wurdcn durch Uiinnschichtchrornatographie ax Kieselgel 
in System D rnit den entsprechenden Verglcichssubstanzen identifiziert. Thymin farbt im Gegen- 
satz zu Thymidin nach Bespriihcn mit l0proz. HC10, in Wasscr und Erhitzcn auf 160-200O nicht 
schwarz an. 
2.11. Pyvophosphutspul tung  mil Ess igsaureanhydr id .  - 1)ie zweite Halfte des Xnsatzes aus Ver- 
such 2.8 wurde mehrmals init Pyridin im Hochvakuum cingeengt und dann rnit einer Mischung von 
12 ml Pyridin und 0,6 ml Tri-n-butylamin versetzt. Nach 24 Std. Riihren bei 23" untcr Lichtaus- 
schluss wurdc cine klare braune Losung erhaltcn, zu dcr 7 ml Essigsaureanhydrid gegeben wurden. 
Nach 4 Tagen erfolgtc untcr Eiskiihlung die Hydrolyse mit 15 ml Wasser. Essigsaure und Pyridi- 
niumacetat konnten durch oftmaliges Eindampfen mit Wasscr cntfcrnt werden. 1)er Kiickstand 
wurde 18 Std. rnit konz. NH, hydrolysiert, eingeengt, in Wasser aufgenommen und an der DEAE- 
Ccllulosesaule getrennt (vgl. Fig. 5). Gradient: 
Mischgefass : 5 1 Wasser ; 
Vorratsgefass . 5 I 0 , 3 1 ~  Ammoniunihydrogencarbonat-Losung; 
anschliessend Mischgefass : 1 1 0 , 3 1 ~  Animoniumhytirogencarbonat-Losung ; 
Vorratsgefass : 1 1 0 , 5 M  Ammoniumhydrogencarbonat-Losung. 
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Fliessgesch\rlndigk:eit: 100 ml/Std. ; Fraktioncngriisse : 25 nil. Folgende Fraktioncn wurden gc- 
sammelt und auf die iiblichc Weisc aufgcarbcitct : 
Fraktionen Spitzen iYr 
16- 44 















































Allc Lveiteren Cntcrsuchungen waren idcntisch mit dvnen dcr crstcn Halfte des Ansatzes. Zuni 
Ergebnis vgl. Tab. 5. 
3. Enzymatische Versuche. - 3.1.  Spaltungelz mit alkalischer Phosphatase a m  Kalberdarm. - 
Das E n z y m ~ r u p a r t ~ t  murde von Fluka A G ,  Ruchs SC, berogen. Stammlosungen : 1~ Glycin-Puffer 
p H  10;  0,Olnf MgC1,-Idsung in bidest. Wasser. Enzymlosung: 5 mg Enzyni wurden in 1 nil bidest. 
Wasser suspendicrt. 
SztbstratlBsung8m : j e  3 nig dcr Xucleotide d[(MeOTr)T-T] bis d[(RiIeOTr)T-~T--T~T-T] und 
di(McOTr)T-Tp] bis d[(McOTr)T-T-T-T-Tp] wurdcn in Kochglaser eingewogen, mit je 1 ml 
80proz. Essigsaure versctzt und 10 Min. auf 100" erwarmt. Im Wasserstrahlvakuum wurde je 2mal 
init jc 1 ml \Vasser bei 50" zur Trockne eingedampft. Dic Rucltstande wurden je 2mal mit je 2 ml 
Ather extrahiert, clann in 2 Portionen zu 1 ml Wasscr gelost, durch Watte filtriert und eingcengt. 
Ilic lackartigen Praparate wurden in je 0.3 nil Wasscr geliist und bci 2" aufbewahrt. Samtlichc 
Produlrte warcn papierchroniatographisch einheitlich ( Whatmau~ No 3 ; System E). Die Zusammen- 
sctzung der lnkubationslosung ergab sich zu : Nuclcoticl 0,4 puMol; Puffer 0 , l  ml, MgC1,-Losung 
0 , l  ml, Enzymlosung 0,05 ml, mit bidest. Wasscr auf 1 ml verdiinncn. Die Inkubationszeit betrug 
in der Rcgel 10 Min. bci 37". Etwa 4 0 ~ 1  wurden auf Dunnschicht mit den entsprcchcndcn Referen- 
zen in System D verglichen. 
3.2. Spaltungen mat alkalischev Phosphatase atis E. coli ( E C  3.7.3.1.). - PufferlGsung: 4 ml 0,05 M 
MgCl,+ 8 ml 0 , s ~ .  NH,HCO, pH 9,2+ 88 ml H,O. Enzymliisung; alkalische Phosphatase aus 
E.  coli ( ~ u r t h z n g t u ? ~  Biochemical Corp. ,  Frcchold, N. J.) wurde gegen den angegebenen Puffer dialy- 
siert und nachhcr mit diescm auf einc Konzentration von 0,s mg Enzym/ml verdiinnt (Aktivitat 
von 11 EU/ml).  Aiifbewahrung bei - 20". Inkubation [ 2 3 ]  : 0,5 pMol Substrat+0,05 ml Puffer+ 
0,05 ml Enzymlosung, dann  mit bidest. Wasser nuf 0,2 ml auffiillen. Inkubationszeit : 30 Min. bei 
37". 20-30 p l  der Inkubationslosungen wurden auf Diinnschicht in System D mit den entsprechcn- 
tlen Referenzsubstanzen vcrglichen. 
3.3. Spaltungerimit SchlangengLft-Pkosphodiesterase (Russel's Viper,  EC3.7.4.1.). - Stammlusung 
t ies  Enzyms [4j : 150 E U  des Enzynis (R Grade von Calbiochem.) wurden in 0,75 nil 0,33 hl Tris-Puffer 
pH 9.1 gelost nnci bei 0" aufbewahrt. Zur Spaltung wurdcn je 0,05 ml der Losungen der Nucleotidc 
tl(T--T) his d(T--T--T--T--T) uncl 0,s mg pTd eingetliimpft untl mit  je 0 , l  nil der Enzynilosung bei 
37 versetzt. I X r  lnkubationszeitcn waren: pTd 7 Std. ,  tl(T--T) 3 Std., d(T-T-'1) 4 Std. ,  
d(T-T--T--T) 4,5 Stcl., d(T-T-T-T-T) 5 Std. Et\va lop1 ivurtlen nuf Tlunnschieht aufgetragen 
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und in System D mit den entsprechenden Rcfcrenzsubstanzen entwickelt. pTd wurde geringfugig 
gespalten. 
Zur Bestiminung der Kettenlange wurdcn die lnkubationslosungen dieser Oligonucleotide als 
3 cm breites Band auf Papier Whatman No 3 aufgetragcn und in System E entwickelt (14 Std.) .  
Die im UV. stark absorbicrenden Zonen mil Rf 0,45 (pTd) und Rf 0,76 (Td) wurden ausgeschnitten, 
zerkleinert uncl 14 Std. mit 5 ml O , ~ N  HC1 eluiert. Es wurdc dirckt iiber Wattc in 10-ml-Messkolb- 
chen filtriert und das Papier 2mal mit 2 ml und lmal  mi t  1 ml 0 , l ~  HC1 nachgewaschen. Blind- 
proben, d. h .  Papierstucke, die in gleicher Grosse auf gleicher Hohe vom selben Papier geschnitten 
wurden, erfuhren die gleiche Behandlung. Die Nucleotidlosungen wurden im IJV-Spclrtrophoto- 
meter gegen die Blindproben gemessen. Das Vcrhaltnis der optischen Dichten der Nucleotid- und 
Xucleosid-Losungen ergibt das molare l'erhaltnis pTd : Td. 
3.4. Spaltungen mat Milz-Phosphodiesterase ( E C  3.1.4.7.). - Stammlosung: 2,5 mg des Enzyms 
(Spleen Bovine von Nutritional Biochemicals Corporation) wurden in 0,s ml cines 0,2 11 NH4OA4c- 
I'uffcrs pH 5.7 gelost [24]. Zur Spaltung wurden je 0.02 nil der Losungen dcr Nuclcotide d(T-T) bis 
d(T-T-T-T-T) und (Tdp), bis (Tdp)I eingedampft und mit je 0,04 ml EnzymlAsung be1 37" 5 Std. 
inkubiert. Proben der Inkubationslosungen wurden auf Diinnschicht aufgetragen und in System E 
entwickelt. Die phosphorylierten Nucleotide wurden vollstandig zu Tdp gespalten. Die nicht phos- 
phorylierten Nucleotide wurden vollstandig in Tdp und Td zerlegt. 
LITERATU KVEKZE ICHNI S 
[ l j  Teil 2 :  U .  Se'quin & Ch. Y'amm, Helv. 55, 1196 (1972). 
[2] F.  Cramer, -4ngew. Chem. 78, 186 (1966). 
[3] R. L.  Letsinger & U .  Mahadevan, J .  Amcr. chcm. SOC. 87, 3526 (1965) ; iidena, ibid. 88, 5319 
[4] R. L.  Letsinger & K.  K.  Ogilvie, J. Amer. chem. Soc. 97, 3350 (1969). 
[5] R. L.  Letsinger & K .  K .  Ogilvie, J. Amer. chem. Soc. 89, 4801 (1967). 
161 I?.  L.  Letsinger, K .  K .  Ogilvie & P.  S .  Muller, J .  Amer. chem. SOC. 91, 3360 (1969). 
171 K .  K .  Ogilvie & D. Iwacha, Canad. J .  Chemistry 48, 862 (1970) ; G. W. Grams & R. L-. Letsingrev, 
[8] R. Lohrmann & H .  G. Khorana, J.  Amer. chem. Soc. 88, 829 (1966). 
[9] A .  F.  Turner & H .  G.  Khorana, J. Amer. chem. SOC. 87, 4651 (1959). 
[lo] G. M .  Tener,  H .  G. Khorana,  R.  Markham & E.  H .  Pol, J .  Amcr. chem. SOC. 80, 6283 (1958). 
[ll] H .  G. Khorana & J .  P. Vizsolyi, J. Amcr. chem. SOC. 83, 675 (1961). 
[I21 F. Cranzer, Angew. Chcm. 73, 49 (1961); H .  G. Khorana, A .  F .  Turner & J .  P .  I'izsolyi, 
J. Amer. chem. SOC. 83, 686 (1961) ; R. K .  Ralph & H .  G. Khorana, ibid. 83, 2926 (1961). 
[13] R. K .  Ralph,  W .  J .  Connors, H .  Schaller & H .  G. Khorana,  J. Amer. chem. SOC. 85, 1983 (1963). 
[14] F .  hT. Hayes & E.  Hansbury,  J .  Amer. chem. SOC. 86, 4172 (1964); G. Weimann,  H .  Schaller & 
H .  G. Khorana, ibid. 85, 3835 (1963); S. A .  h'arang, T .  M .  Jacob & H .  G. Khorana, ibid. 
89, 2167 (1967) ; F .  Cramer, W. Frolke & H .  Matzura,  angem,. Chem. 79, 580 (1967). 
(1966) ; T .  Shimidzu & R. L .  Letsinger, J .  org. Chcmistry 33, 708 (1968). 
J .  org. Chemistry35, 868 (1970); T .  Neilson, Cheni. Commun. 79, 1139 (1969). 
[151 H .  G.  Khorana, J .  P. Vizsolyi & R. K .  Ralph ,  J. Amer. chem. SOC. 84, 414 (1962). 
[16] H .  Schaller & H .  G.  Khorana, J. Amer. chein. SOC. 85, 3821 (1963). 
[17] H .  Schaller&H.G. Khorana, J. Amer. chcm. Soc. 85, 3828 (1963). 
[18] T .  M .  Jacob & H .  G.  Khorana,  J .  Amer. chem. SOC. 87, 368 (1965). 
[19] E.  Klingsberg (Ed.), nThe Chemistry of Heterocyclic Compounds I), Pyridine and Derivatives, 
[ZO] H .  Kaufmann,  P. Miihlradt & T .  lzeichstein, Helv. 50, 2287 (1967). 
[21] W .  E.  Razzell & H .  G. Khorana, J .  b id .  Chemistry234, 2105, 2114 (1959). 
[22] N. 0. Kaplan  (Ed.), ({Methods in Enzymology*, Vol. 11, S. 565, Academic Press, Inc., New Sork 
(231 H .  Xogg& 1%. Staehelin, Eur. J .  Hiochcni. 27, 235 (1971). 
[24j L.  R .  Melby & D .  R. Strobach, J. org. Chcmistry 34, 421 (1969). 
Part 11-IV, Interscience, New York 1961. 
1956. 
